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RESUMO

O tributilfosfato (TBP) possui um grande nimero de aplicacfes, em avides, fluidos hidraulicos, herbicidas,
plastificante, e na indUstria nuclear. Ap6s o seu uso na area nuclear, o TBP se torna contaminado com
radionuclideos e deve ser tratado como rejeito radioativo. Dentre os varios tipos de rejeitos radioativos
existentes, o liquido organico representa um grande problema para a sua gestdo, porque ndo pode ser
solidificado diretamente com cimento ou tratado com técnicas, como a evaporacdo ou incineracdo, que sdo
métodos caros e ndo estdo disponiveis no pais. O objetivo deste trabalho foi o de desenvolver uma
metodologia de pré-tratamento para degradar o TBP presente no rejeito liquido organico utilizando
comunidades bacterianas de modo que este possa ser posteriormente imobilizado em cimento. Este trabalho
foi dividido em trés etapas: i) Avaliagdo da presenca de micro-organismos pre-éxistentes no rejeito. ii) selegdo
de duas comunidades bacterianas. iii) experimentos de degradacdo do TBP. A biodegradacdo do TBP foi
determinada por cromatografia gasosa. Para este trabalho, duas comunidades foram isoladas de areas
impactadas: a mina de urénio de Pocos de Caldas (Minas Gerais, Brasil) e de sedimentos do canal de Séo
Sebastido (Sao Paulo, Brasil). Os resultados obtidos mostraram que a comunidade de bactérias isoladas de
sedimentos do canal de Sdo Sebastido tém a maior capacidade de biodegradacdo de TBP, sendo observado um
nivel de degradacdo de 84% em 480h. A capacidade de biodegradacdo de TBP pela comunidade de bactérias
isoladas da mina de urénio foi de 80% em 480h. Estes resultados sugerem que a aplicagdo da comunidade
bacteriana isoladas do sedimentos do canal de Sdo Sebastido pode ser um processo de pré-tratamento viavel
para rejeitos radiativos liquidos organicos contendo TBP.

PALAVRAS-CHAVE: Rejeito Radioativo, Tributilfosfato, Biodegradagéo.

INTRODUCAO

O tributilfosfato (TBP) é um liquido ndo inflamavel, ndo explosivo, incolor e inodoro. E fabricado em larga
escala por meio da esterificagdo do acido ortofosférico com o alcool butilico, com uma produgdo mundial
estimada em 3000 e 5000 toneladas anuais. Sua férmula quimica é (CH;CH,CH, CH,0);PO (NAKAMURA,
1991; JETOC, 2008). Utilizado como solvente para ésteres de celulose, vernizes, plastificador primario em
manufaturas de plésticos, resinas vinilicas, fluido hidraulico, solvente para extracdo e purificacdo de metais de
terras raras. Como é inodoro, é aplicado como agente anti-espumante, detergente, e em varias emulsdes, tintas
e adesivos. Na industria nuclear o TBP é utilizado, geralmente, diluido em dodecano ou n-parafinas e aplicado
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no processo de extracdo por solvente de urénio, plutdnio e tério do combustivel nuclear irradiado
(NAKAMURA,1991; FORBICINI, 1994).

ApO6s 0 seu uso na area nuclear, o TBP contaminado com radionuclideos deve ser tratado como rejeito
radioativo. Dentre 0s varios tipos de rejeitos radioativos gerados, o liquido organico representa um grande
problema porque ndo pode ser diretamente solidificado com cimento devido a incompatibilidade quimica entre
0 rejeito e esta matriz de imobilizagdo, necessitando para isso, de tratamento prévio. A incineracdo é uma
técnica que poderia ser utilizada, mas seu uso nem sempre é justificado devido ao seu alto investimento
(HIROMOTO et al, 1999, IAEA, 2004).

Diante deste problema o objetivo deste trabalho é desenvolver uma metodologia de pré-tratamento para
degradar o TBP presentes no rejeito liquido organico utilizando comunidades bacterianas, de modo que este
possa ser posteriormente imobilizado em cimento.

MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi dividido em trés etapas: i) Avaliacdo da presenca de micro-organismos pre-éxistentes no
rejeito. ii) selecdo das comunidades bacterianas. iii) Avaliacdo da capacidade das comunidades bacterianas em
degradar o TBP.

) AVALIACAO DA PRESENCA DE MICRO-ORGANISMOS PRE-EXISTENTES NO REJEITO

O rejeito, utilizado neste estudo, é proveniente das atividades de pesquisa e desenvolvimento na &rea de
reprocessamento do combustivel nuclear, a qual teve sua operagdo encerrada na década de 90 do século
passado. Este rejeito € composto por uma mistura de agua, TBP (230 ppm) e os seguintes radionuclideos:
Am?* (1,7x10° + 1,5x10° Bg/L) , Cs™' (2,7x10* + 1,8x10° Bg/L), U (Total) (4,3x10° + 2,1x10% Bg/L), Pu*®
(3,3 x 10%+ 6,00x10? Bg/L) e Pu?° (23,6 x 10* + 1,3 x 10%).

Nesta etapa, avaliou-se a presenga de micro-organismos pré-existentes no rejeito, utilizando a técnica de
contagem padrdo em placas, realizada de acordo com o “Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater” (1995). Foram retiradas assepticamente duas aliquotas de 10 mL do rejeito estudado e
transferidas para tubos estéreis contendo 90 mL de solugcdo tampdo (pH=7,2), preparada a partir de uma
mistura de solugdo KH,PO, 0,25M e MgCl, 0,4M. Com essa solucdo foram realizadas dilui¢bes sucessivas,
em um intervalo entre 10" e 107, inoculadas em placas de petri contendo &gar padrdo para contagem
(Acumedia), De cada diluigdo foram preparadas placas em quadruplicata, duas placas foram reservadas para
aerobiose e as outras duas para anaerobiose. Apds a homogeneizagdo e solidificacdo, as placas foram
incubadas em estufa de cultura, a 37 °C, por 48 horas. Para a incubacdo em atmosfera de anaerobiose
utilizou-se jarras de anaerobiose e geradores de CO,, da Probac do Brasil. Apos esse periodo, procedeu-se
a contagem das col6nias.

Il) SELECAO DAS COMUNIDADES BACTERIANAS

As comunidades bacterianas foram obtidas de amostras de &gua coletada na mina de urénio de Pogos de
Caldas (Minas Gerais, Brasil) denominada Bia Lago (BL) e do sedimento do Canal de S&o Sebastido (SS) (So
Paulo, Brasil). Ambos os locais sdo conhecidos como areas ambientalmente impactadas, o primeiro pela
atividade de extragdo e tratamento do minério de uranio, e o segundo pelos seguidos vazamentos de
hidrocarbonetos. A mina de urénio de Pocos de Caldas foi a primeira instalacdo para a producdo de
concentrado de uranio no Brasil e operou entre 1982-1995. Os residuos gerados durante as atividades de
mineracdo sdo uma fonte de drenagem acida que promove a solubilizagdo de uranio, tério, radio e elementos
estaveis, como o manganés, ferro, zinco, fllor (Fernandes et al, 1995). O Canal de Sdo Sebastido, no litoral
norte do Estado de Séo Paulo, onde se localiza o mais importante terminal petrolifero do Brasil teve desde sua
inauguracdo em 1974, até o ano de 1997, 305 ocorrencias de vazamentos de 6leo. (Medeiros & Bicego, 2004)

Para obtencdo das comunidades bacterianas foi adicionado 1,0 g de amostra SS e 1 mL da amostra BL em
meio mineral (1,09 (NH;),SO4, 0,29 KH,PO,, 1,69 K,HPO,, 0,29 MgS0,.7H,0, 0,1g de NaCl, 0,01g
FeS0,.7H,0, e 0,02g CaCl,.2H,0 em 1000 mL de dgua deionizada) acrescido de 0,5% TBP e 150 pg/L de
cicloheximida. As comunidades foram incubadas em um plataforma de agitagdo a 28 °© C e 160 rpm por
aproximadamente 48 h. Depois de trés transferéncias de série no meio de enriquecimento, as comunidades
foram utilizadas no experimento de biodegradacéao
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) AVALIACAO DA CAPACIDADE DAS COMUNIDADES BACTERIANAS EM DEGRADAR O
TBP

A biodegradacdo do TBP presente no rejeito radioativo liquido, por comunidades bacterianas foi realizada
pelo método de batelada. Antes do ensaio de biodegradacdo, a concentracdo inibitéria minima (CIM) foi
determinada. A CIM representa a concentracdo minima de uma substancia em um meio para a qual ndo se
observa o crescimento de micro-organismos. A CIM dos rejeitos foi determinada pelo método de
macrodiluicdo em caldo, conforme recomendado pelo “National Committee for Clinical Laboratories
Standards” (NCCLS, 2003).

As comunidades bacterianas foram repicadas em caldo Luria-Bertani (LB) (Biolife®) e incubadas em estufa a
30°C até a obtengdo de uma densidade bacteriana na cultura de 1,5x10® Unidades Formadoras de Colonia por
mL (UFC/mL) determinada por espectrofotometria (600nm). Esta suspensdo foi diluida 10 vezes em solucdo
salina (NaCl, 0,85%) estéril e, posteriormente, aliquotas de 1 mL desta diluicdo foram inoculadas em tubos
(1,5x10" UFC/tubo) contendo concentragdes dos rejeitos variando de 1% a 64% preparadas com os meios de
cultura a serem testados. Apds os periodos de incubagdo (24, 48 e 72 horas) a 30°C a CIM foi determinada
comparando-se 0 crescimento bacteriano nos tubos contendo as dilui¢ces dos rejeitos com o crescimento em
tubos controle (sem rejeitos) e por inoculagdo das comunidades em &gar nutriente (Biolife®).

Para a realizagdo destes ensaios de biodegradacdo foram preparados indculos com as comunidades
bacterianas, incubando-se em plataforma de agitacdo (150 rpm) a 30°C, 1 mL das culturas em meio mineral
acrescido de 1000 ppm de TBP. Com a obtencdo de uma populacdo de micro-organismos igual & 3x10°
UFC/mL todas as culturas foram centrifugadas a 3000 rpm durante 20 minutos. O “pellet” obtido foi lavado
duas vezes com solucdo salina 0,85%. Em seguida as células foram ressuspensas na mesma solugdo para
obtengdo de uma suspensdo bacteriana contendo 1,5x10® UFC/mL, distribuidas em frascos contendo a
quantidade de rejeito mais proxima da CIM para as comunidades testada e meio de cultura PAS (KH,PO,
0,29/L, (NH4),S04 1,0g/L, K,HPO, 1,6g/L, MgSO,7H,0 0,2¢g/L, FeSO,.7H20 0,01g/L, CaCl,.2H,0 0,02g/L,
MnS0Q,4.2H,0 0,01g/L). As culturas foram entdo, incubadas a temperatura de 30° C em plataforma de agitacdo
(150 rpm) durante 96, 240, 480 e 720 horas. Como controles, foram preparados frascos contendo inéculos
inativados por calor imido sob presséo. Todos os experimentos foram realizados em duplicatas.

Decorrido o tempo de incubacdo, a reacdo de degradacdo foi interrompida autoclavando os frascos e em
seguida adicionados 1000 ppm de octano como padréo interno e 5 mL de diclorometano para extragdo liquido-
liquido dos compostos organicos. Os frascos foram homogeneizados e analisados por cromatografia a gas no
cromatografo Agilent 6890N. A separacdo dos compostos foi feita com uma coluna DB-XLB da J&E
Scientific (30m, d.i. 0,25 mm e filme de 0,25um) utilizando como géas de arraste o hélio (1,3 mL/min). A
temperatura do injetor foi de 230°C e a temperatura inicial da coluna foi mantida a 30°C por 5min e,
aumentando gradativamente (10°C/min) até 180°C mantendo-se por 1 min, e, entdo, novamente até 230°C.
Esta Gltima foi mantida por 3 min para garantir a saida de todos os compostos. As concentracdes de TBP
obtidas nas analises foram calculadas em fungdo do padréo interno recuperado.

RESULTADOS

Por meio dos ensaios de contagem padrdo em placa ndo foram encontrados micro-organismos aerébios e
anaerdbios no rejeito estudado. Estes resultados indicaram que o rejeito, na forma em que se encontra
estocado, ndo € um ambiente propicio para o crescimento de micro-organismo, levando a necessidade de se
obter e adaptar comunidades bacterianas de outros ambientes para a realizagdo da biodegradacdo do TBP.

A CIM do rejeito foi avaliada para se determinar a concentragdo méaxima de rejeito das amostras no meio com
a qual as comunidades bacterianas conseguem crescer. A concentragdo do rejeito capaz de inibir o
crescimento, situa-se entre 16% e 32% para as comunidades BL e SS.

Os resultados obtidos nos experimentos de biodegradacdo do TBP, pelas comunidades bacterianas estdo
apresentados nas Fig. 1. Os resultados foram comparados com a concentracéo inicial, aplicando-se o teste t de
Student, com nivel de significancia de 95%.

ABES — Associac¢ao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 3



# 26°

Congresso Braseiro de ) . . . R
“ Engenharia Sanitiria 26° Congresso Brasileiro de Engenharia Sanitaria e Ambiental
e Ambiental
40
3
(e
£
(=}
s
O
©
c
O 20 A
(8]
c
o
O
0
0 96 240 480
Tempo (horas)
OBialago W S&o Sebasti&o ‘

FIGURA 1: Variacao concentracdo do TBP em fun¢éo do tempo, observada no ensaio de biodegradacéo
com as comunidades bacterianas Bia Lago e Sao Sebastido.

Os resultados obtidos mostraram que a comunidade de bactérias isoladas de sedimentos do canal de Séo
Sebastido (SS) tem a maior capacidade de biodegradacdo de TBP, sendo observado um nivel de degradacéo de
84,8% em 480h. A capacidade de biodegradacdo de TBP pela comunidade de bactérias BL isolada da mina de
urénio foi de 80,5% em 480h.

CONCLUSOES

Com base no trabalho realizado, concluiu-se que as duas comunidades estudadas degradaram, de modo
eficiente o TBP. O melhor desempenho foi 0 da comunidade SS. Estes resultados sugerem que a aplicacdo da
comunidade SS pode ser um processo de pré-tratamento vidvel para rejeitos radiativos liquidos organicos
contendo TBP. Outra possibilidade de aplicagdo dessa comunidade é a sua utilizagdo no tratamento de
efluentes industriais contendo TBP.
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